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ABSTRAKT 
Diplomová práce se zabývá studiem znakově orientovaných metod DNA barcodingu. Úvod 
obsahuje informace o DNA barcodingu a znakově orientovaných metodách DNA barcodingu. 
V teoretické části je popsána metoda CAOS, metoda BLOG a metoda BLAST. V praktické 
části je popsána práce s programem BLAST a rovněž je zde popsána teorie a realizace vlastní 
metody. V závěru jsou shrnuty výsledky analýzy. 
 
KLÍČOVÁ SLOVA  
DNA barcoding, znakově orientované metody DNA barcodingu, fasta, CAOS, BLOG 
BLAST  
 
ABSTRACT  
This work deals with character-based DNA barcoding. DNA barcoding and character-based 
DNA barcoding methods are described in the introduction. Another part contains information 
of method CAOS (Characteristic Attributes Organization), method BLOG (Barcoding with 
LOGic) and method BLAST. Programs are described in the practical part. The end contains 
results. 
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1 Úvod 
Tato diplomová práce se zabývá studiem znakově orientovaných metod DNA 
barcodingu. Práce krátce popisuje DNA Barcoding a jeho znakově orientované metody. Blíže 
jsou zde popsány základní principy tří v současnosti dostupných metod, které se danou 
problematikou zabývají. Jedná se o metodu CAOS (Characteristic Attributes Organization), 
metodu BLOG (Barcoding with LOGic) a metodu BLAST (Basic Local Alignment Search 
Tool). U všech metod je rovněž popsáno uživatelské rozhraní dostupných programů a návod 
na manipulace s těmito programy. 
DNA barcoding je systém pro určování živočišných a rostlinných druhů včetně 
objevování druhů nových organismů pomocí krátkého úseku DNA ze standardizované oblasti 
genomu a jako takový slouží k rychlé identifikaci neznámých živočišných druhů.  
Diplomová práce tedy řeší navržení a realizaci vlastní metody pro identifikaci neznámých 
sekvencí též za použití úseku DNA. Vlastní metoda je založena na tvorbě knihovny tzv. 
druhových referencí, které obsahují charakteristické parametry, jako je konsensuální sekvence 
a pozičně váhovaná matice, které jsou následně použity pro identifikaci testovaných sekvencí, 
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2 Teoretická část 
2.1 DNA barcoding 
Barcode v překladu z anglického jazyka znamená čárový kód, což nám může 
napovědět, jak by tato metoda mohla vypadat. O DNA barcodingu se mohla vědecká 
komunita zaměřená na tuto oblast poprvé dozvědět již v roce 2003, kdy výzkumná skupina 
Paula Heberta z kanadské univerzity Guelph v Ontariu publikovala článek s názvem 
"Biologické identifikace prostřednictvím DNA barcodingu". Ten spočívá převážně v tom, že 
navrhuje nový systém určování živočišných a rostlinných druhů, včetně objevování nových 
druhů organismů, pomocí krátkého úseku DNA ze standardizované oblasti genomu. Tyto 
sekvence DNA mohou být použity k identifikaci různých druhů, podobně jako skener 
v supermarketech používá známé černé pruhy čárového kódu k identifikaci vašeho nákupu.  
DNA barcoding může sloužit k dvojímu účelu, jako nový nástroj v taxonomickém 
toolboxu rozšiřující jeho znalosti a zároveň jako inovativní zařízení pro laiky, kteří potřebují 
rychlou identifikaci neznámých druhů. 
Úsek genu používaný pro téměř všechny živočišné skupiny je dlouhý 648 párů bází, 
pochází z buněčných mitochondrií a nachází se právě v mitochondriálním cytochromu C-
oxidasy genu 1. V praxi je označován jako "CO1". Tento úsek se ukázal jako velmi účinný při 
určování zástupců ptáků, motýlů, ryb, much a mnoha dalších zvířecích skupin. Výhodou 
použití CO1 je, že je tato sekvence dost krátká na to, aby mohla být rychle a snadno 
sekvenována, a zároveň dost dlouhá na to, aby mohla sloužit k identifikaci variací mezi druhy. 
[1] 
 
2.2 Znakově orientované metody DNA barcodingu 
V následujících kapitolách diplomové práce budou detailně popsány dvě nedávno 
zveřejněné metody DNA barcodingu, které jsou založené na hledání znaků v analyzovaných 
sekvencích.  
Jedná se konkrétně o (již zmíněné) metody CAOS (Characteristic Attributes 
Organization) a BLOG (Barcoding with LOGic). Pomocí nalezených společných znaků v 
sekvencích u příbuzných zástupců, jsme ve většině případů schopni analyzovat neznámé 
sekvence a přiřadit je k již známé skupině živočichů, rostlin či hub.  
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2.3 Metoda CAOS 
2.3.1 Princip metody CAOS 
Metoda CAOS (Characteristic Attributes Organization), volně přeloženo jako systém 
organizace založený na vyhledávání charakteristických atributů v sekvencích, byl zveřejněn 
v roce 2008. Jedná se o automatizovanou a systematickou metodu, která nalézá neměnné 
charakteristické stavy ve fylogenetických stromech nebo ve skupinách kategorických 
informací.  
CAOS definuje tzv. atribut testy v místě každého uzlu ve fylogenetickém stromu. Jde 
vlastně o znakové stavy v sekvencích, které nazýváme jako charakteristické atributy. Na 
rozdíl od rozhodovacích algoritmů při tvorbě fylogenetických stromů, systém CAOS nebere 
v potaz všechny atributy, ale pouze ty diagnosticky informativní, tedy významné 
charakteristické atributy. [2] 
 
 
Obrázek 1: Atributy v CAOS Systém [2] 
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Popis atributů CAOS 
Na Obrázku č. 1 si můžeme názorně ukázat s jakými atributy metoda CAOS pracuje a 
co si pod nimi lze představit. Jako první zde vidíme atribut T, který se řadí do skupiny 
atributů Simple Pure CAs (sPu), neboť ji tvoří pouze jediná báze T (thymin). Tato báze je 
přítomna na všech pozicích v první skupině znaků, ale již se nevyskytuje v druhé, alternativní 
skupině.  
Další atribut definován jako AT je označen jako Compound Pure CAs (cPu), a to 
z důvodu, že je víceznakový a obsahuje tedy více znaků než jeden. Tento atribut existuje 
napříč celou skupinou, avšak tato kombinace není zastoupena odpovídajícími pozicemi ve 
druhé, alternativní skupině sekvencí.  
V pořadí třetí atribut s označením TC je Simple Private CAs (sPr), neboť báze T a C 
jsou přítomny u některých členů druhé skupiny, ale v alternativní, první skupině je již 
nenalezneme. Poslední atribut TC je Compound Private CAs (cPr), je tvořen více znaky a 
kombinaci bází TC též nenajdeme v alternativní, první skupině. [2] 
 
Popis postupu analýzy CAOS 
Obrázek č. 2, který je uveden níže, nám graficky znázorňuje v čem systém CAOS 
spočívá. 
Analýza je založena na identifikaci jednotlivých typů atributů (CAs). Základními typy 
atributů jsou atributy Pure (čistý) a atributy Private (uzavřený). Pure atributy (Pu) jsou tzv. 
znakové stavy, které existují ve všech složkách (napříč všemi členy) dané skupiny, ale nejsou 
členy alternativní skupiny. Private atributy (Pr) jsou přítomny pouze u některých členů 
skupiny, ale chybí v alternativní skupině.  
CAOS nejprve identifikuje všechny jednotky CAs, které jsou složené z jednoho 
znakového stavu. Mluvíme zde o Simple (jednoduché) CAs = sCAs, kdy se jedná o  atributy 
na jednotlivých pozicích ve fylogenetickém stromu. Opět zde rozlišujeme dva typy atributů: 
Simple Pure CAs (sPus) a Simple Private CAs (sPrs).  
CAOS následně vyhledává víceznakové stavy s názvem Compound CAs (cCAs). 
Atribut cCAs není nikdy složen z žádných jednotek CAs. Opět existují Compound Pure 
atributy a Compound Private atributy, které jsou označeny písmeny cPu a cPr. 
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Takto nalezené atributy CAs jsou organizovány do indukční sady pravidel, která může 
být použita ke klasifikaci nové sekvence (nového taxonu) do již vytvořeného fylogenetického 
stromu, odkud byly jednotlivé atributy předem získány. [2] 
 
Klasifikace 
CAOS klasifikuje nový taxon pomocí sady pravidel zastoupených atributy (CAs), 
která jsou kvůli správné identifikaci aplikována v předem definovaném pořadí. Různé 
kombinace jednotek CAs mohou být použity pro klasifikaci různých taxonů na stejném uzlu 
ve fylogenetickém stromu, a zároveň je možné provést klasifikaci v každém uzlu.  
Zatímco topologie původního fylogenetického stromu je použita jako vodítko pro 
rozhodovací strom, rozhodování v každém uzlu je stanoveno za použití dílčího shlukovacího 
algoritmu. Přehled celého CAOS procesu je znázorněn na Obrázku 2. 
 
Obrázek 2: Přehled schématu metody CAOS [2] 
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Na následujících řádcích jsou popsány kroky programu, které jsou znázorněny na 
obrázku výše. CAOS systém je realizován jako proces o čtyřech krocích.  
Prvním krokem je získání DNA sekvencí a provedení fylogenetické analýzy, kdy tedy 
probíhá tvorba fylogenetického stromu (1). Následuje tzv. zhroucení uzlů ve stromě podle 
potřeby, tedy v předem určených druhových hranicích a vytvoření datového souboru ve 
formátu NEXUS (2). Poté probíhá stanovení jednotlivých diagnostických pozic, zmiňovaných 
atributů, v každé z hlavních taxonomických skupin pomocí programu CAOS P-Gnome (3). 
Posledním krokem je klasifikace nových sekvencí do taxonomických seskupení pomocí 
programu CAOS P-Elf (4). [2] 
 
2.3.2 Popis programu CAOS 
CAOS systém se skládá ze dvou samostatně realizovaných programů s názvy P-
Gnome a P-Elf.  P-Gnome slouží jako generátor diagnostických pravidel, který prohledává 
dané matice dat a stanoví zmíněné diagnostické sady pravidel pro každý z determinovaných 
subjektů v matici dat. Program P-elf pak může klasifikovat soubor dotazovacích sekvencí 
podle pravidel generovaných programem P-Gnome. 
Program P-Gnome používá specifický formát souborů s názvem NEXUS, který se 
skládá z matice obsahující DNA data, převáděcího bloku, který převádí názvy taxonů na 
celočíselné hodnoty ve stromové reprezentaci a tzv. Newickova stromu, který je výsledkem 
zhroucení uzlů vzhledem k zájmovému taxonomickému seskupení (tj. determinovanými 
hranicemi druhů). Tento proces je zde značně usnadněn pomocí fylogenetických zkušebních 
balíčků jako je Macclade (Maddison a Maddison 2005) nebo Mesquite (Maddison a 
Maddison 2007). [2] 
Výstup programu P-Gnome je umístěn v několika souborech, z nichž soubory 
označené jako atributy a tzv. skupinové soubory jsou nejvíce relevantní pro stanovení 
diagnostiky. Soubor s názvem skupiny představuje vstupní strom a umístění všech koncových 
větví do vnořených skupin, které mohou být dále použity nebo vyřazeny jako hypotézy při 
procesu seskupování druhů. Soubor s názvem atributy uvádí diagnostiku a úroveň její 
spolehlivosti pro každou ze skupin stanovených v souboru skupiny.  
Aby bylo možné lépe uspořádat výsledky analýzy CAOS, výstup z P-Gnome je 
navržen a formátován tak, že lze manipulovat v tabulkových aplikacích, jako je např. 
Microsoft Excel. Na základě souboru pravidel vytvořených pomocí P-Gnome, program P-Elf 
čte FASTA soubory a vrací soubor s nejlepší identifikací každého vstupu buď jednotlivě, 
nebo skupinově. Tento výstup je rovněž jednoduchý na manipulaci v tabulkách. [2] 
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Popis programu na webových stránkách 
Program COAS je umístěn na webové stránce http://bol.uvm.edu/caos-
workbench/caos.php, kde jej můžeme používat on-line. Vstupem do programu je soubor ve 
formátu NEXUS, který byl popsán výše. K jeho vytvoření z FASTA souboru s více DNA 
sekvencemi, potřebujeme některé z následujících programů MacClade nebo Mesquite. Zde 
jsem pro naše potřeby použila program Mesquite (Maddison and Maddison, 2007). Jeho 
úvodní okno je představeno v příloze č 1. 
Do programu vstupuje testovací soubor sekvencí ve formátu FASTA. Testované 
sekvence je nutné před použitím globálně zarovnat pomocí jakéhokoli programu pro práci 
s fylogenetickými daty. Zde byl pro zarovnání použit program ClustalX2.1. Při vkládání 
souboru do programu Mesquite, pomocí File  Open File, se soubor  přímo uloží do formátu 
NEXUS. Ovšem pro potřeby analýzy je nutno takto vytvořený soubor znovu otevřít 
v programu Mesquite a pomocí nástrojů pro Matice (Matrix) nastavit typ not interleave, kdy 
tento údaj bude odebrán ze souboru.  
Dalším krokem je provedení fylogenetické analýzy vstupních sekvencí, tedy vytvoření 
fylogenetického stromu. Fylogenetický strom můžeme vytvořit například pomocí programů 
PAUP nebo PHYLIP. Zde využíváme nástrojů programu PAUP - jedná se o zkratku 
programu Phylogenetic Analysis Using Parsimony, který využívá optimalizační metodu 
maximální věrohodnosti pro vícenásobné zarovnání sekvencí (Maximum Parsimony). Úvodní 
okno s již otevřeným NEXUS souborem můžeme vidět v příloze č. 2. Strom si vygenerujeme 
pod záložkou Trees pomocí příkazu Generate trees a uložíme opět jako NEXUS formát [4] 
Následuje krok upravení takto získaných dat, tedy souboru se sekvencemi a 
vytvořeného fylogenetického stromu. V programu Mesquite postupujeme následovně:  
otevřeme již vytvořený NEXUS soubor se sekvencemi, pomocí Open File, poté musíme přes 
záložky Taxa&Trees  Import File with Trees  Include contents otevřít soubor 
s vytvořeným stromem. Tento strom je zde potřeba otevřít příkazem Show tree a upravit 
všechny uzly tak, aby z nich vycházely pouze dvě větve a následně uložit pomocí Tree  
Store tree. Strom můžeme upravit buď ručně nebo pomocí záložky Trees  Alter/Transform 
Tree  Resolve polytomies, která úpravu provede za nás.  Správnou podobu stromu lze vidět 
v příloze č.3. Informaci si můžeme ověřit ve vlastnostech stromu, kdy nám program vypíše 
informaci „no polynomies“. 
Nyní je vytvořen jeden konečný NEXUS soubor potřebný pro vstup do programu 
COAS. Vlastně zde došlo k úpravě souboru se sekvencemi pomocí souboru s fylogenetickým 
stromem, kam se přenesla informace o stavbě stromu. 
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Postup analýzy  
Na webových stránkách s programem CAOS je analýza rozdělena do čtyř kroků s 
názvy CAOS Analyzer, CAOS Barcoder, CAOS Classifier a CAOS Library. 
CAOS Analyzer 
První z uvedených částí, které je nutno použít, je CAOS Analyzer. Vstupem do této 
části je vytvořený konečný soubor s DNA barcode sekvencemi a informací o stromové 
struktuře ve formátu NEXUS. Výstupem jsou čtyři soubory ve formátu TXT.   
Jedná se o soubor s názvem Atributy (CAOS_attributesFile.txt), který obsahuje 
nalezené atributy metodou CAOS a obsahuje šest sloupců. První a druhý sloupec uvádějí 
pozici skupin, které byly vytvořeny v souboru skupiny. Třetí sloupec ukazuje pozici 
zarovnání, která je potenciálně diagnostická, a čtvrtý sloupec udává míru důvěry v diagnóze.  
Pouze diagnostiky s hodnotami 1,00 jsou považovány za čistě diagnostické.   
Další soubor má název Skupiny (CAOS_groupFile.txt ) a seskupuje názvy a číslování 
skupin a vede záznamy o uzlech během klasifikace, kdy byla vytvořena pravidla skupiny pro 
daný uzel. Dalšími dvěma soubory, už pro analýzy méně podstatnými, je soubor 
CAOS_overviewFile.txt, který obsahuje vstupní data ve  formátu CAOS a soubor help.txt, 
který podrobně vysvětluje výstup. [4] 
CAOS Barcoder 
Vstupem do další části programu jsou vygenerované soubory Atributy a Skupiny 
společně se souborem s analyzovanými sekvencemi ve formátu FASTA. Zde dochází k 
vytvoření souboru CAOS barcode. Výsledek tohoto nástroje bude obsahovat referenční matici 
(Ref_matrix.xls), která obsahuje seznam všech jedinečných znaků pro každý uzel v jediném 
grafu. Pokud se soubory bude vstupovat i soubor se zarovnanými sekvencemi ve formátu 
FASTA, bude výsledek také obsahovat jeden nebo více přehledů o souborech, kde se vytřídily 
všechny jedinečné znaky jednotlivých taxonů pro všechny uzly v samostatných grafech.  
V referenční matici první sloupec (s výjimkou prvního řádku) znázorňuje polohu 
znaku v rámci zarovnání a dále zobrazuje názvy taxonů přítomné ve větvi v daném místě ve 
stromu. Číslo za znakem ukazuje hodnotu spolehlivosti. Každé dva řádky ve schématu 
představují jeden uzel ve fylogenetickém stromu.[4] 
CAOS Classifier 
Další blok již slouží k samotné klasifikaci neznámé sekvence. CAOS může 
klasifikovat sekvence do existujícího hierarchického systému pomocí znakově orientovaného 
barcodingu. Stačí zadat buď vlastní čárový kód (barcode) vytvořený datovým souborem 
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CAOS, pomocí bloků popsaných výše, nebo vybrat stávající barcode z CAOS Library. Ve 
druhém kroku se vybere FASTA soubor, který obsahuje jednu nebo více sekvencí, které si 
přejeme klasifikovat.  
Výsledkem tohoto nástroje bude taxonomické seskupení, které bude obsahovat 
analyzovanou sekvenci a odpovídající, geneticky nejbližší, sekvenci, a nejlepší shodu pro obě 
sekvence ve FASTA souboru. Je možné se zde i podívat na odkaz se zarovnáním těchto dvou 
sekvencí 
CAOS Library 
Tato sekce obsahuje databázi jak souborů FASTA, tak souborů NEXUS, včetně již 
vytvořených CAOS barcode pro potřeby klasifikace, které mohou být také využívány.[4] 
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2.4 Metoda BLOG  
2.4.1 Princip metody BLOG 
Metoda BLOG (Barcoding with LOGic) opět pracuje s Barcodovými DNA 
sekvencemi. I tady se jedná o nalézání pravidel pro klasifikaci sekvencí z hlediska umístění 
klíčových nukleotidů, které slouží k diagnostice analyzované sekvence. Zde se k získání DNA 
barcodové sekvence obvykle využívá gen cytochromu C oxidázy I (COI) z části 
mitochondriální DNA.  
Princip klasifikace touto metodou můžeme popsat následujícím způsobem. Máme 
referenční knihovnu složenou s DNA barcodových sekvencí známých druhů a jednu 
neznámou DNA barcodovou sekvenci. Cílem metody je tuto sekvenci rozpoznat a přiřadit ke 
druhu, který se již nachází v referenční knihovně.  
Metoda BLOG identifikuje pro každý druh v příruční referenční knihovně 
charakteristické pozice nukleotidů v DNA barcodové sekvenci a zároveň přiřazuje každému 
druhu logickou klasifikační formuli. Jedná se o taková malá pravidla ve tvaru „jestliže – pak“, 
která jsou schopna charakterizovat druhy kompaktním způsobem. Můžeme si zde uvést 
jednoduchý příklad takového pravidla BLOGU: " Pokud pos40 = T a pos265 = T, pak je 
vzorek klasifikován jako Ompok bimaculatus ". Tedy pokud se na pozici číslo 40 a 265 
nachází báze thyminu, jedná se sekvenci příslušného druhu, zde Ompok bimaculatus. 
Výrazná výhoda BLOGu ve srovnání s jinými dostupnými metodami je, že takové 
logické vzorce nabízejí další, přídavnou úroveň informace o jednotlivých druzích, která může 
být použita mimo rámec DNA barcodingu, například v druhovém popisu, v molekulární 
detekci nebo ve fylogenetické analýze. [3] 
Metoda BLOG je založena na dvou hlavních výpočetních krocích. Zaprvé se provede 
tzv. volba znaku, tzn. že BLOG vybere malý soubor obsahující pozice DNA barcodových 
sekvencí, které jsou vhodné k rozlišování druhů v příruční referenční knihovně. Za druhé se 
provede tzv. získání vzorce, tzn. že BLOG vypočítá logické vzorce, které jsou poté schopny 
klasifikovat každý druh přítomný v příruční referenční knihovně. 
Metoda BLOG používá přístup tzv. strojového učení s učitelem. Ten kdo pracuje 
s touto metodou, tedy uživatel, musí poskytnout tzv. trénovací množinu, která obsahuje 
vzorky DNA sekvencí s již známými členy jednotlivých druhů. Na základě této trénovací 
množiny software vybere vhodné nukleotidové pozice (tzv. znakový výběr) a vypočítá 
logické vzorce pro klasifikaci druhů (tzv. získání vzorce). Následně lze tyto logické vzorce 
aplikovat na testovací množinu DNA sekvencí, která obsahuje neznámé vzorky, které 
vyžadují klasifikaci. Testovací množina může obsahovat vzorky s neznámou příslušností ke 
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druhu, nebo alternativně ty vzorky, které mají a priori známou příslušnost k druhu, což nám 
umožňuje ověření správné klasifikace vzorků.[3] 
 
Obrázek 3: Schéma metody BLOG 
 
Metoda BLOG je převážně určena k identifikaci umístění klíčových diagnostických 
pozic nukleotidů u každého druhu zvlášť, v plně definované trénovací množině. Pro získání 
spolehlivých výsledků musí tedy zkušební množina obsahovat pouze vzorky druhů, které jsou 
přítomny v trénovací množině. Stejně tak je nutná kompletní příruční knihovna, tzn. 
knihovna, ve které budou i polymorfismy přítomné u jednotlivých druhů v trénovací množině, 
aby se vyloučily falešně negativní výsledky. 
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Vstupy a výstupy programu BLOG 
Vstupní soubory jsou DNA barcodové sekvence ve standardním FASTA formátu. 
Tedy soubor obsahující tzv. hlavičku s popisem sekvence, za kterou následuje samotná DNA 
sekvence. Trénovací sekvence musí pocházet z téhož regionu genu nebo musí být předběžně 
zarovnané do stejného regionu před zpracováním metodou BLOG. 
Výstupem BLOGu jsou logické formule pro klasifikaci druhů, míra klasifikace a 
matice záměn. Logické formule, které přidělují vzorek ke druhu, jsou  zmíněná malá pravidla 
ve tvaru "jestliže - pak“. Míry klasifikace jsou stanoveny jako počet a procento správně, 
nesprávně klasifikovaných a neklasifikovaných vzorků. Matice záměn poskytují detailní 
informace o správnosti klasifikace a o případné křížové klasifikaci. 
Hodnota na pozici i-j buňky této matice představuje počet vzorků jednotlivých druhů, 
kde se předpokládá zařazení do druhu příslušící sloupci j. Správně klasifikované prvky jsou 
na hlavní diagonále matice záměn.[3] 
První výpočetní krok BLOGu je výběr druhově specifických pozic sekvencí DNA 
barcodingu z trénovací množiny. Přístup volby znaku BLOGu je založen na matematické 
optimalizační formulaci, kterou najdeme blíže popsanou v článku od Bertolazziho z roku 
2010. BLOG přejímá účinný heuristický algoritmus založený na náhodném vyhledávání, 
který je schopen produkovat vysoce kvalitní řešení po omezenou dobu. (Proveditelné řešení je 
produkováno v lineárním čase v závislosti na velikosti problému).  
Předchozí verze BLOGu aplikovala krok volby znaku na všechny druhy v referenční 
databázi současně. Nicméně znaky, které umožňují oddělení jednoho druhu, nemusí být 
užitečné pro separaci jiného. BLOG 2.0 může aplikovat krok volby znaku odděleně pro každý 
druh v příruční knihovně zvlášť. V každém kroku volby znaku, je uvažovaným druhům 
přiřazena třída A, a všem ostatním druhům třída B. V důsledku toho je potřeba vyřešit 
problém volby znaku pro m případů v každém běhu analýzy, kde m je počet druhů v trénovací 
množině. V případě použití přesných algoritmů bude zapotřebí dlouhá doba výpočtu. [3] 
 
Tvorba logických vzorců 
Cílem kroku, označovaném jako získání vzorce, je vytvořit logický vzorec nebo 
pravidlo, schopné oddělit každý druh. BLOG přijímá tzv. metodu Lsquare, kde se logické 
formule získají řešením posloupnosti dobře známého a zároveň těžkého logického 
optimalizačního problému v podobě Minimum Cost Satisfiability Problems (MinSat).  
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Každý literál vzorce, chápáno jako prvek nesoucí pevně danou hodnotu, představuje 
přiřazení nukleotidu (tj. Adeninu, Thyminu, Guaninu nebo Cytozinu) na konkrétní pozici v 
sekvenci DNA barcodu. 
Předchozí verze BLOGu obvykle produkovaly vzorce s pozitivními i negativními 
literály, aby se minimalizovala velikost vzorců. Příklad negativního literálu je např. pos40 = 
NOT T, tedy na pozici 40 v sekvenci se nevyskytuje báze Thymin. Nicméně, negativní 
literály rozpoznávají tři různé nukleotidy, což z nich dělá potenciálně méně přesné literály než 
literály pozitivní. Pro představu si můžeme uvést následující příklad. Vzorec Pos40 = G OR 
pos40 = C by byl přesnější než vzorec pos40 = není T. Proto verze BLOG 2.0 zavádí zvýšení 
nákladů na negativní literály v MinSat problémových vzorcích ku celkovému prospěchu 
převážně výstupních pozitivních literálů. 
Před vyhodnocením zkušební množiny provede BLOG 2.0 vyhodnocení trénovací 
množiny s cílem přiřadit relativní váhy všem logickým vzorcům podle algoritmu popsaného 
v článku od Weitschek z roku 2011, kde se využívá tzv. Laplaceovo skóre. Tedy falešně 
pozitivní a pravdivě pozitivní míry jsou vypočítány pro každý logický vzorec v referenční 
knihovně a tyto výsledky jsou pak zohledněny v testovací množině při provádění úkonů 
klasifikace 
Kromě slibných výsledků klasifikace je výraznou výhodou BLOGu výstup z modelu, 
který dává kompaktní a přesný popis druhů v příruční knihovně. BLOG navíc nabízí další 
informace o druzích v podobě logických klasifikačních vzorců, které mohou být také použity 
mimo rámec DNA barcodingu v popisu druhů nebo molekulární detekce.[3] 
 
2.4.2 Popis programu BLOG 
Program ve verzi BLOG2.0 je dostupný na webové stránce 
http://dmb.iasi.cnr.it/blog.php. Jeho instalace je nenáročná a práce s programem je rovněž 
snadno pochopitelná. Náhled uživatelského rozhraní je uveden v příloze č. 4. Pro práci 
s programem jsou nejdůležitější tlačítka umístěná vlevo, konkrétně Open file, kam zadáváme 
trénovací soubor s DNA sekvencemi a Open Test file, kam se ukládá cesta k souboru s DNA 
sekvencemi, které mají být analyzovány. Analýza se poté spustí pomocí tlačítka Run Blog. 
 Do programu vstupují sekvence ve FASTA formátu a je třeba se zaměřit na název 
vstupujícího souboru, neboť pokud se v názvu objeví nějaké neočekávané znaky, typu mezera 
nebo podtržítko, program neproběhne úspěšně.  
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Pomocí tlačítka s názvem Set Parameters si můžeme nastavit parametry analýzy pro 
naše potřeby. Na začátku jsou hodnoty nastaveny defaultně, lze zde například nastavit 
zkracování sekvencí dle nejkratší nebo typy zarovnání sekvencí.[5] 
Pokud navolíme cestu k souboru pomocí políčka Open File, objeví se nám okno, které 
je uvedeno v příloze č. 4. Vidíme, že došlo k naplnění obsahu pole s názvem Data, ve kterém 
můžeme najít sloupce s názvy Name obsahující ID sekvence, Class obsahující název sekvence 
(organismu) a Sequence se samotnou (surovou) DNA sekvencí. Pod tímto oknem vidíme okno 
grafu s názvem Plot, který představuje množství nukleotidů v dané sekvenci. Aktuálně je 
zobrazena ta sekvence, kterou si označíme kurzorem myši. Napravo od tlačítka Set 
Parameters, se objevila rozbalovací lišta, která obsahuje název nalezených druhů organismů..  
Jestliže si zde zvolíme druh a pozici nukleotidu v sekvenci pomocí čítače vedle, a 
stiskneme tlačítko Get, v okně pod rozbalovací lištou můžeme vyčíst průměrné zastoupení 
jednotlivých nukleotidů na této pozici u tohoto druhu v procentech. 
Pokud nyní stiskneme tlačítko Run Blog aniž bychom zadali testovací soubor, který 
by měl obsahovat sekvence k analýze, program i tak proběhne úspěšně. Ze zadaného souboru 
si sám automaticky vytvoří jak množinu trénovací, kterou tvoří asi 80% vstupních sekvencí, 
tak množinu testovací, která obsahuje zbylé sekvence. Po proběhnutí programu se v okně 
objeví šest nových výstupů, které se zobrazí za záložkou s názvem Data, zároveň dochází k 
vytvoření šesti souborů ve formátu MS Excel s totožným obsahem, které jsou umístěny ve 
složce s analyzovaným FASTA souborem.  
Pokud bychom zároveň navolili cestu k testovací množině, byla by tu i záložka 
s názvem Test data, která má stejné parametry jako záložka data, ale obsahuje informace o 
testovací množině. [5] 
Popis výstupních dat 
Záložka Blog Output nám pouze sděluje, jak program proběhl, zda nedošlo k chybě a 
podobně. Soubory TEST Statistics a TRAIN Statistics nám představují tzv. klasifikační 
matice. Jedná se vlastně o míry klasifikace, které jsou stanoveny jako počet a procento 
správně nebo nesprávně klasifikovaných vzorků a neklasifikovaných vzorků.  
V souboru TEST formulas nalézáme právě zmiňované logické formule, které 
přidělují vzorek ke druhu, což jsou malá pravidla ve tvaru "jestliže - pak“, na kterých je 
metoda BLOG (Barcoding with LOGic) založena. Ty se vytvořily na základě zadané 
trénovací množiny. 
Soubory TEST Confmatrix a TRAIN Confmatrix  prezentují tzv. matice záměn 
poskytující detailní informace o správnosti klasifikace a o případné křížové klasifikaci. [5] 
22 
 
2.5 Metoda BLAST  
BLAST je zkratka názvu Basic Local Alignment Search Tool v NCBI 
(http://blast.ncbi.nlm.nih .gov ). Jedná se o algoritmus používaný v bioinformatice za účelem 
srovnávání primárních sekvenčních informací, například nukleotidů DNA z různých sekvencí 
nebo sekvencí amino-kyselin z různých proteinů. BLAST umožňuje srovnání dotazované 
(zadávané) sekvence se sekvencemi v databázi a zároveň rozpoznání obdobných sekvencí nad 
definovanou hranicí podobnosti.  
Jedná se tedy o algoritmus, který umožňuje prohledat sekvenční databáze, kde „dotaz“ 
představuje vědcem poskytnutou neznámou sekvenci. Program je natolik rozšířený, že 
kdykoli vědec ze svých experimentů získá sekvenci, BLAST je prvním krokem k postupu s 
nezpracovanými daty. 
Ve skutečnosti poskytuje BLAST vyhledávání seznamu sekvencí, které se dotazu 
nejvíce podobají. Takový seznam vědce informuje, jaké druhy sekvence nejspíše dotaz 
představuje (protein – který protein, RNA sekvence – která RNA, nekódovaná oblast) a ze 
kterých organismů může pocházet. V případě, kde je gen nebo organismus znám, poskytuje 
BLAST vyhledávání základní ujištění, že vědec sekvenoval svůj cílový organismus nebo gen, 
a ne artefakt nebo nečistotu.[8] 
 
2.5.1 Princip metody BLAST 
BLAST neporovnává celou dotazovanou sekvenci oproti bilionům párů bází v 
databázích. Rozláme dotaz na tzv. slova. V typickém DNA vyhledávání se prohledávají slova 
dlouhá 11 bází.  
Tvoření slov pro BLAST vyhledávání je poměrně jednoduché. Nejprve musí být 
odstraněny málo složité oblasti. Tyto oblasti, jako jsou repetice, dlouhé úseky stejného 
nukleotidu nebo nejasné oblasti, vrací napříč databází mnoho detekcí, které negativně 
ovlivňují analýzu. Zbylá sekvence je rozlámaná na slova takovým způsobem, že první slovo 
představuje prvních 11 pozic zbývající sekvence, druhé slovo je tvořeno z pozic 2-12, třetí 3-
13 atd. Následně tedy vzniká k-písmenný seznam úseků z dotazované sekvence, kde parametr 
k udává délku slova. Tento seznam tedy obsahuje všechny možné varianty úseků dotazované 
sekvence a tyto úseky následně hledáme v databázi. 
Zda úsek odpovídá databázi je hodnoceno pomocí skórující (substituční) matice 
(matrix), která přiřazuje skóre ("body") pro jednotlivé kombinace v páru, přičemž je úsek 
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hodnocen jako odpovídající, pokud přesáhne předem definovanou prahovou hodnotu 
(threshold).  
U DNA slov je shoda skórována jako +5 a neshoda jako -4. Nejlepší shody dávají 
logicky nejvyšší skóre, BLAST ukládá a sepisuje nejlépe ohodnocená slova a vyřazuje ta, 
jejichž skóre je pod hranicí. Nejlépe odpovídající úseky jsou poté označovány jako high-
scoring páry (HSP). V dalším kroku je zarovnaný úsek (alignment) za užití stále stejné 
skórující matice (matrix) rozšířen na obě strany až do té doby, než skóre přestane dosahovat 
prahové hodnoty, tedy dokud celkový součet skóre high-scoring párů (HSP) nezačne klesat. 
Pak jsou zbylá vysoce ohodnocená slova organizována do výkonného vyhledávacího stromu. 
Nakonec je databáze prohledávána pro určité shody vysoce ohodnocených slov [8] 
BLAST algoritmus využívá techniku lokálního zarovnání. Pokud algoritmus najde 
přesnou shodu slova, je toto slovo použito jako počátek pro zarovnání mezi dotazem a 
sekvencemi z databáze. Zarovnání se roztahuje nalevo a napravo od shodného slova a 
přepočítává se skóre. Tyto vysoce hodnocené páry segmentů jsou poté tříděny a algoritmus se 
pokouší zhodnotit jejich významnost, kombinovat a seřadit vícenásobné shody. Výsledný 
obraz ukazuje Smithovo-Watermanovo lokální zarovnání dotazu a každou ze shodných 
databázových sekvencí.  
Shodné databázové sekvence jsou poskytovány se základní statistikou, která vědci 
může pomoci zhodnotit věrohodnost nalezených shod. Zejména parametr E-hodnota 
představuje pravděpodobnost, že by taková shoda mohla nastat v databázi jen náhodou. Pro 
relativně dlouhé sekvence, které jsou variabilní a komplexní, mají tendenci být E-hodnoty 
velmi nízké.[9] 
BLAST Algoritmus 
Na vstupu celého algoritmu jsou vstupní data ve formátu FASTA nebo ve formátu 
GenBank a substituční matice [20]. Výstupní data při používání BLASTu přímo ze stránek 
NCBI jsou typicky ve formátu HTML. Běžné je  rovněž grafické znázornění výsledků, a to ve 
formě tabulek a grafů znázorňujících shody. Možný je také výstup ve formátu XML či ve 
formě prostého textu.  
Hlavní myšlenkou celého algoritmu je nacházení takzvaných high-scoring segment 
pairs (HSP; segmentové páry s vysokým skóre). HSP jsou takové páry v sekvenci, které již 
mají pro srovnávání statistický význam. [8] 
Algoritmus BLAST pracuje v třech hlavních krocích:  
1. Rozdělí analyzovanou sekvenci na krátké úseky a sestaví z nich vhodnou tabulku.  
2. Vyhledává shody v databázi  
3. Rozšiřuje vyhledávání v oblasti nalezených shod, tak aby byla splněna zadaná kritéria. [14]  
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BLAST vyhledává sekvence s vysokým skóre po srovnání dotazované sekvence a 
sekvence z databáze. Využívá k tomu heuristické metody částečně podobné algoritmu Smith-
Waterman, avšak právě díky heuristickému přístupu, který používá metodu pro rychlý párový 
sekvenční alignement, hledající krátké úseky identických nebo vysoce podobných záznamů ve 
dvou sekvencích, je BLAST algoritmus až 50x rychlejší než „klasický“ Smith-Waterman 
algoritmus.[10]  
BLAST tedy nesrovnává obě dvě sekvence po celé jejich délce, ale pouze hledá 
polohu krátkých shod mezi sekvencemi. Proces, při němž jsou hledána počáteční slova (tato 
slova se skládají z jasně definovaných sad znaků – písmen; např. pro nukleotidovou sekvenci 
DNA jsou to písmena značící jednotlivé báze – A, T, C a G) se nazývá „seeding“ (česky by se 
dalo vyjádřit jako „zasetí“ algoritmu). Ve chvíli, kdy algoritmus nalezne první shodu, začíná 
postupné lokální zarovnávání. BLAST nejprve z dotazované sekvence odstraní úseky s malou 
mírou příbuznosti a úseky repetitivní. Poté je vytvořen seznam úseků dotazované sekvence, 
který označuje délku sekvence (k).  
Sestavený seznam pak obsahuje veškeré varianty úseků dotazované sekvence. V 
sekvenční databázi jsou poté jednotlivé úseky hledány a správnost nalezení je hodnocena 
pomocí substituční matice. Pomocí ní jsou nalezeny HSP. Zarovnání je následně rozšířeno na 
obě strany směrem od HSP za využití stále stejné substituční matice. Pomocí slov BLAST 
vytváří tzv. lokální alignement - oblasti, které se nejvíc shodují s částmi zájmové sekvence. 
Celá délka zájmové sekvence se nemusí shodovat se záznamem z GenBanky.  
Vylepšené verze BLASTu pak počítají i s případy vnesení mezer. V těchto případech 
je pak již třeba využít metod dynamického programování. [11] 
Výstup programu obsahuje seznam sekvencí s nejlepším HSP (high scoring pair) a 
následujícími parametry: 
Z - score je míra, jak nepravděpodobná je nalezená shoda. Čím větší číslo Z, tím větší je 
pravděpodobnost, že srovnání není dílem náhody.  
P – value je pravděpodobnost, že pozorovaná shoda je dílem náhody.  
E – value je počet podobných záznamů se stejnými hodnotami skóre jako pozorovaný 
záznam, které mohou vzniknout v dané databázi náhodně. Defaultní hodnota je 10, pokud 
chceme výstup omezit tak jí snížíme, pokud chceme nalézt i sekvence s malou 
pravděpodobností tak ji zvýšíme. Hodnoty E-value závisí také na velikosti databází, které jsou 
prohledávány. Zmenšením velikosti prohledávaných databází se E- value zvyšuje. Proto je 
nutno uvést kromě E-value také prohledávané databáze a jejich verzi. [12] 
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BLAST algoritmus můžeme shrnout do následujících osmi úkonů: 
1. Odstranit ze sekvence oblasti s nízkou komplexitou (např. repetitivní úseky)  
2. Rozdělit sekvenci na krátká slova   
3. Vytřídit, seřadit a vybrat vhodná slova, která jsou lepší než zadaný práh (threshold)  
4. Sestavit z vybraných slov efektivní vyhledávací strom  
5. Najít přesnou shodu daného slova v databázi  
6. Prodloužit slovo  
7. Rozhodnout, zda má prodlužování význam s danými požadavky, případně spojit úseky 
nalezené vyhledáváním různých slov  
8. Vypsat záznamy z GenBanky, které prošly rozhodováním a jsou tedy podobné dotazované, 
zájmové sekvenci 
Délka slova výrazně ovlivňuje citlivost prohledávání. Jednotlivé programy BLASTu 
používají slova o různé délce. Dlouhá slova umožní rychlé prohledávání, ale naleznou jenom 
velmi podobné záznamy. Krátká slova jsou schopna objevit i málo podobné sekvence, ale 
prohledávání je výrazně pomalejší.  
Vyhledávání BLASTem se ukončí, pokud algoritmus narazí na některé z omezení 
(threshold). Může to být počet nalezených záznamů (hits), anebo naopak nenalezení 
dostatečného počtu záznamů, které by byly statisticky významně podobné zájmové sekvenci a 
zároveň měly nízkou pravděpodobnost, že se natolik podobné záznamy v databázi vyskytují 
náhodou.[13] 
 
Nukleotidový BLAST 
Soubor programů, které využívají sekvenci DNA na prohledávání genetických 
databází, má rozdílnou citlivost a cíl prohledávání.  
Megablast – výchozí program skupiny nukleotidových blastů, který vyhledá velmi podobné 
sekvence. Je ideální pro identifikaci genu a organizmu z již známých údajů. Používá nejdelší 
slova.  
Discontiguous megablast – dohledá méně podobné sekvence než Megablast pomocí 
vyhledávání kratších počátečních slov, které navíc můžou v nalezené sekvenci obsahovat 
indely. Vhodný tehdy, když očekáváme <80% shodu sekvencí. 
Blastn umožňuje vyhledávat velmi krátká slova (≥7 bází) a tím nalézt i málo podobné shody. 
Je ovšem nejpomalejší. Pokud se dá očekávat rozdílná vnitřní struktura sekvence 
(rekombinace, GMO, alternatívní slicing), je vhodné pustit Blast na kratším úseku 
sekvence.[13] 
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2.5.2 Popis programu BLAST 
BLAST je program, který srovnává primární biologické sekvence. Byl navržen v roce 
1990 pod záštitou NCBI a prvotní návrh pracoval na bázi algoritmu Smith-Waterman. Smith-
Waterman algoritmus zajistil programu značnou přesnost, avšak na úkor rychlosti a s 
požadavkem vysokého výpočetního výkonu. 
  V současné době se jedná o program poměrně citlivý, nicméně nelze u něj zaručit 
zcela přesné srovnání dotazu se sekvencí s databáze. Výhodou je naopak značná rychlost a 
menší nároky na výpočetní výkon, což dokonce umožňuje prohledávání i rozsáhlý genomů.  
Podstatným kladem BLASTu je také to, že se jedná o aplikaci volně přístupnou na stránkách 
NCBI. Samozřejmě je též možné si BLAST stáhnout zdarma do svého počítače jako „blastall“ 
a pracovat pomocí příkazového řádku. BLAST je šířen jako open-source program, což 
umožňuje neustálé vylepšování programu. [10]  
Plně funkční, aktuální verze Blastu, která se dotazuje na nejnovější genetické 
databáze, je dostupná výlučně z webového rozhraní GenBanky (NCBI; obr. Blast.1). Na Blast 
se dotazují i mnohé programy třetích stran, které umožňují zpracovávání, editaci, anotaci nebo 
rekonstrukci fylogeneze sekvencí. Většinou neumožňují využít plnou funkčnost Blastu, ale 
jsou dostatečné pro první ověření nových sekvencí DNA.  
NCBI poskytuje plně funkční aktuální balík programů Blastu, který je možné používat 
bez přístupu k internetu. Jedná se o programy spustitelné z příkazového řádku a oproti 
webové aplikaci mají tu výhodu, že umožňují použití jak veřejných genetických databází 
stáhnutých na lokální počítače, tak i vlastní referenční databáze. Práce s lokální instalací 
Blastu je výhodná při nutnosti analyzovat velké množství sekvencí. Webové rozhraní totiž 
omezí uživateli přístup, pokud zasílá dotazy po řádově stovkách denně. [13] 
 
Zarovnávání sekvencí 
Zarovnání dvou sekvencí představuje shodu znaků na stejné pozici zarovnávaných 
sekvencí. Správné zarovnání nukleotidů nebo aminokyselin v sekvencích reprezentuje 
evoluční příbuznost mezi dvěma nebo více sekvencemi, které vycházejí ze stejného základu.  
Obecně se dá říci, že pro určení podobnosti analyzovaných sekvencí jsou přiloženy pod sebe 
tak, aby obě měly stejně umístěný začátek. Tento postup je nazýván přiřazením. Následně je 
určena (vypočtena) celková hodnota podobnosti tzv. skóre (score), a to pro každou dvojici 
vzniklou přiřazením zvlášť. Tyto hodnoty se odvíjejí od předem daných pravidel.  
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Při nejjednodušším stanovení score mohou nastat dvě varianty – shoda (match) a neshoda 
(mismatch). Pro přiřazení nestejně dlouhých nebo příliš odlišných sekvencí nelze aplikovat 
předchozí zjednodušený postup. Je nutné tedy stanovit postupy pro případy, kdy nelze 
jednoduše určit shodu nebo neshodu, např. když je v jedné sekvenci více znaků než ve druhé. 
Pro tyto případy jsou určeny dvě metody – globální a lokální zarovnání.  
Globální zarovnání dvě odlišné sekvence přiřadí po celé jejich délce a to i za cenu vnášení 
mezer. Lokální zarovnání skončí s přiřazováním v okamžiku, kdy se sekvence začínají příliš 
lišit. Globální přiřazení je vhodné pro případy, kdy od sebe nejsou sekvence příliš evolučně 
vzdáleny. Pokud je použito pro nevhodný pár sekvencí, může docházet k nežádoucím 
chybám.[14]  
Vhodnou metodou volby, zda použít globální nebo lokální zarovnání, se jeví bodový 
diagram (nebo také dotplot). Bodový diagram poskytuje možnost odhadnout, zda je 
smysluplné se snažit o globální zarovnání.[14] Bodový diagram představuje jednu z 
nejjednodušších metod pro porovnávání podobností mezi dvěma sekvencemi. Tato metoda 
umožňuje zobrazit úseky podobností mezi oběma sekvencemi. 
Nejjednodušším případem zarovnání dvou sekvencí je metoda, kdy není povoleno 
vkládat mezery do zarovnání. Zarovnání je tedy záležitostí zvolení počátečního místa 
přiložení kratší z obou sekvencí. Vkládání mezer (gaps) při zarovnání reprezentuje možnost 
inzercí a delecí, což zvyšuje počet možných zarovnání u porovnávaných sekvencí. S použitím 
mezer je nutné u výpočtu skóre zohlednit tzv. penalizaci mezer (gap penalty). Penalizace za 
mezeru musí být započítána do skóre.[15] 
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2.6 BOLD SYSTEMS 
Databáze Barcode of Life Database (BOLD) byla vytvořena a je udržována University 
of Guelph v Ontariu. Tato databáze nabízí vědcům způsob, jak shromažďovat, spravovat a 
analyzovat data DNA barcodingu. BOLD slouží také jako úložiště pro barcodové záznamy, 
kde je možno vyhledávat čárové kódy, ukládat vzorky dat a obrázky, stejně jako sekvence a 
stopové soubory. Poskytuje identifikační motor založený na aktuálním čárovém kódu 
knihovny a monitoruje počet záznamů čárových kódů sekvencí a druhů zprostředkování. [1] 
Během několika posledních let se databáze BOLD velmi rozrostla a stala se mocným 
on-line nástrojem a zároveň centrálním informačním uzlem DNA barcode komunity. BOLD 
je volně k dispozici všem výzkumníkům, kteří se zajímají o DNA barcoding. Tím, že databáze 
poskytuje specializované služby, pomáhá v publikacích záznamů splňovat standardy potřebné 
k získání BARCODE označení v globálních sekvenčních databázích. Vzhledem ke své 
webové formě a flexibilním modelem zabezpečení dat, má také dobré postavení v podpoře 
projektů, které se týkají obecné výzkumné aliance.[16] 
 
2.6.1 Popis analýzy v BOLD SYSTEMS 
Analýzu pomocí systémem BOLD provádíme na webových stránkách 
http://www.boldsystems.org/ v záložce Identification. Pro analýzu DNA sekvencí živočichů je 
defaultně nastavena záložka Animal Identification. Úsek genu, který je zde používán, je úsek 
dlouhý 648 párů bází a nachází se v mitochondriálním cytochromu c oxidasy genu 1 ("CO1"). 
Analýza probíhá na druhové úrovni, pokud je to ovšem možné vzhledem k testované 
sekvenci. Je zde na výběr ze čtyř možných vyhledávaných variant prohledávaných 
databází. 
První je prohledávání ze všech barcode záznamů dostupných v systému BOLD 
s minimální délkou sekvence 500bp. Tato varianta zahrnuje mnoho druhů reprezentovaných 
pouze jedním nebo dvěma vzorky. Toto hledání vrátí pouze seznam nejbližších shod a 
neposkytuje pravděpodobnost umístění do taxonu. 
Defaultně je nastaveno prohledávání barcode záznamů na úrovni druhů. Každý 
barcode záznam je druhově identifikovatelný a s minimální délkou sekvence 500bp. Další 
varianta tzv. veřejná databáze barcode záznamů obsahuje všechny barcode záznamy, které 
byly uveřejněny v BOLD nebo v Genbank, též s minimální délkou sekvence 500bp. Poslední 
databáze obsahuje i tzv. záznamy o plné délce sekvence. Je podmnožinou knihovny druhů s 
minimální délkou sekvence 640bp a obsahuje veřejné i soukromé záznamy. Tato knihovna je 
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určena pro identifikaci krátkých sekvencí, neboť zajišťuje maximální překrývání s krátkým 
readem z oblasti barcode regionu z COI. 
Testovaná sekvence se vkládá do testovacího okna ve FASTA formátu a potvrdí se její 
analýza. Po proběhnutí analýzy se zobrazí stránka s výsledky, na které můžeme najít 
následující. 
V úvodu stránky je představen název testované sekvence a je zde rovněž uveden i 
název sekvence, se kterou se testovaná nejvíce shodovala a zároveň procento této shody. 
Tatáž informace je dále uvedena slovně a je popřípadě rozvedena o další záznamy, pokud byla 
100% shoda s více sekvencemi.  
Dále máme možnost zobrazit hierarchické rozmístění sekvencí za pomocí generování 
stromové struktury metodou Neighbor-joining. Následuje souhrn identifikace testované 
sekvence pomocí tabulky, ve které je uvedena taxonomická úroveň a procento 
pravděpodobnosti jejího umístění v této taxonomické jednotce. Vedle tabulky je k dispozici 
graf znázorňující, jak moc jsou vygenerované sekvence shodné s testovanou. Na x-ové ose 
jsou vyneseny vygenerované sekvence, na y-ové ose je uvedeno procento podobnosti mezi 
nimi a testovanou sekvencí. 
Následuje tabulka, ve které si můžeme zobrazit 10 až 99 nejvíce podobných záznamů 
na oddělených řádcích. Jednotlivé sloupce postupně obsahují název kmene, třídy, řádu, rodu a 
druhu, poté je uvedeno procento podobnosti s testovanou sekvencí a poslední sloupec udává 
informaci o daném záznamu, zda byl již zveřejněn apod. Analýzu zakončuje povedená mapa 
světa, ve které jsou barevně vyznačena místa odběru vzorků s největší shodou. 
 
Příklad testování v BOLD systems 
Pro názornou ukázku analýzy v BOLD systems provedeme analýzu DNA sekvence 
s názvem Cyclotorna ementita.  
Po provedení analýzy pomocí tlačítka Submit se po chvíli, kdy probíhá rozsáhlá 
analýza, zobrazí stránka s výsledky, kterou vidíme v přílohách 5 a 6. 
Pokud budeme postupně procházet výsledky analýzy, zjistíme o testované sekvenci 
Cyclotorna ementita následující údaje. Testované sekvenci byly přiřazeny jako nejvíce 
podobné sekvence dvou zástupců druhů a to Cyclotorna ementita a Cyclotorna monocentra.  
Při vygenerování stromu můžeme zjistit pozici testované sekvence v této hierarchické 
struktuře. Vytvořený soubor obsahuje informace o vytvořeném stromu a samotný strom, kde 
je analyzovaná sekvence zobrazena červenou barvou. Podobu stromu vidíme na obrázku níže. 
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V souhrnu v příloze 6 lze vyčíst, že testovaná sekvence byla zařazena do následujících 
taxonů s 100% shodou;  kmen  Arthropoda, třída Insecta, řád Lepidoptera, rod Cyclotornidae, 
druh Cyclotorna.   
V grafu vedle tabulky v příloze 5 si můžeme prohlédnout míru podobnosti s jednotlivými 
jedinci. Následující tabulka nám prozrazuje, že testovaná sekvence měla 100% shodu se 
zástupcem druhu Cyclotorna ementita, 99,84% shodu s Cyclotorna monocentra, 99,82% 
shodu měla i s dalším zástupcem druhu Cyclotorna monocentra a shodu 99.39% s Cyclotorna 
ementita. Dále následují další nejvíce podobné druhy s klesající mírou shody sekvencí. 
Z mapy lze vyčíst, že nejshodnější vzorky byly získány ve východní Austrálii. 
  
 
Obrázek 4: Stromová struktura v BOLD SYSTEMS [19] 
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2.7 NCBI 
National Center for Biotechnology Information (NCBI) neboli Národní centrum pro 
biotechnologické informace je součástí Národní lékařské knihovny USA v areálu americké 
agentury National Institutes of Health (NIH, Národní zdravotní instituty). V NCBI se 
soustřeďují výsledky sekvenací DNA (GenBank) a registrují vědecké články (PubMed 
Central, PubMed). GenBank je veřejně přístupná anotovaná sekvenční nukleotidová databáze, 
která v současné době obsahuje nukleotidové sekvence více než 260 000 popsaných druhů 
organismů.[17] 
NCBI je bezpochyby hlavním zdrojem relevantních informací z oblasti genetiky a 
genomiky, ale i biomedicínských oborů obecně.  Portál National Center for Biotechnology 
Information,U.S. National Library of Medicine - NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
sdružuje bezpočet databází, ve kterých je možné vyhledávat buď jednotlivě, nebo ve všech 
najednou.[18] 
 
2.7.1 Popis analýzy v NCBI 
Pro analýzu DNA sekvencí v systému NCBI pomocí algoritmu BLAST musíme 
na úvodní internetové stránce http://www.ncbi.nlm.nih.gov/  zvolit odkaz BLAST, který nás 
přesměruje na stránky zabývající se analýzou založenou na této metodě, kde se v případě 
DNA sekvencí musíme ještě přesunout na tzv. Standard Nucleotide BLAST. 
Stránka pro analýzu neznámé sekvence začíná oknem pro vložení sekvence, a to buď 
ve formátu FASTA, holé sekvence nebo identifikátor sekvence (gi). Je také možné nahrát celý 
FASTA soubor umístěný ve vašem PC. Dále máme možnost označit pouze určitý rozsah 
sekvence, který chceme analyzovat. Program nám umožňuje si právě prováděnou analýzu 
pojmenovat a v případě vložení více sekvencí nabízí NCBI možnost jejich zarovnání 
s dodatečně vloženou sekvencí. 
Pro analýzu je možné zvolit následující parametry. Výběr požadované databáze, ve 
které bude probíhat prohledávání. Seznam organismů, u kterých předpokládáme shodu. 
Vyhledávání v databázi bude poté omezeno pouze na tyto sekvence, nebo naopak tyto 
sekvence můžeme při prohledávání vyloučit. Dále z prohledávání lze vyloučit sekvence 
některého typu, např. ukázkové. Též je možné použít Entrez dotazovací syntaxi k hledání 
podmnožiny ve vybrané databázi BLAST. 
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To může být užitečné pro omezení vyhledávání typů molekul, délky sekvence nebo 
rovnou vyloučit organismy. Nakonec zvolíme typ BLAST programu pro analýzu z Megablast, 
discontiguous megablast nebo blastn a spustíme analýzu pomocí tlačítka BLAST.  
Parametry algoritmu BLAST je rovněž možné na této stránce nastavit. Volí se zde 
maximální počet cílových sekvencí, modul automatického přizpůsobení, velikost slova a další 
parametry s cílem zlepšit výsledky pro krátké dotazy. Dále se volí očekávaný počet šancí na 
shodu v náhodném modelu, ruční volba délky slova, omezení počtu shod s dotazovaným 
rozsahy (tato volba je užitečná, pokud existuje mnoho silných shod na jednu část dotazu, které 
mohou zabránit prezentovat slabší shodu na jinou část dotazu). 
Přímo v algoritmu je možné zvolit skóre pro případ shody a neshody, a penalizaci 
mezer. V neposlední řadě máme možnost volby filtrů a maskování, délku a typ šablony pro 
vyhledávaná slova. 
Pro proběhnutí analýzy nám jsou k dispozici následující údaje. Popis vstupující 
sekvence, tedy její ID, název, typ molekuly a délka sekvence.   
Dále je možné si nechat vygenerovat dodatečné výsledky analýzy, jako jsou 
taxonomická data o sekvenci nebo hierarchická stromová struktura, jejíž parametry je též 
možno volit.  
Pod další záložkou se skrývá grafické zobrazení zarovnání vygenerovaných sekvencí 
vůči testované sekvenci. Sekvence zde mohou být zobrazeny různými barvami dle míry 
shody, nejlepší jsou označeny červeně.  
Popis těchto sekvencí včetně hodnoty maximálního skóre, celkového skóre, míry 
překrytí dotazu, hodnoty  E-value a míry shody v procentech můžeme najít níže. Poslední část 
výsledku analýzy zobrazuje jednotlivě zarovnání vygenerovaných sekvencí k testované 
sekvenci. 
 
ANALÝZA SEKVENCE V NCBI - PŘÍKLAD 
Pro názornou ukázku analýzy v NCBI provedeme opět analýzu DNA sekvence 
s názvem Cyclotorna ementita.  
Části vstupní stránky můžeme vidět v příloze č. 7. Vidíme zadanou sekvenci ve 
FASTA formátu v úvodním okénku. Další možnosti, jako je ohraničení rozsahu sekvence 
nebo zarovnání s další vloženou sekvencí, v tomto případě nebyly využity. 
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Program zůstal defaultně nastaven pro provedení analýzy Megablast, který vyhledá 
velmi podobné sekvence. Je tedy ideální pro identifikaci genu a organizmu z již známých 
údajů a používá delší slova. 
Nastavení parametrů pro program BLAST bylo ponecháno beze změny až na počet 
generovaných sekvencí, kdy byl tento počet, pro přehlednost ukázky, snížen ze 100 na 10. 
Jeden z nejdůležitějších parametrů, tedy délka slova, byl nastaven na hodnotu 11. Další 
nastavené parametry si můžeme prohlédnout v příloze č. 8. 
Jako popis sekvence byl zvolen její název dle vloženého FASTA souboru, typ 
molekuly je nukleová kyselina a sekvence má délku 662bp.  
Na grafu můžeme vidět zarovnané sekvence označené červeně, tedy značící velkou 
shodu. Nejvyšší shody a zároveň nejvyššího skóre dosáhl zástupce druhu Cyclotorna ementita 
se shodou 99%. Na dalších dvou pozicích jsou zástupci shodného druhu Cyclotorna 
monocentra, také se shodou 99%. Tyto sekvence se tedy testované sekvenci nejvíce podobají. 
Ukázku zarovnání testované sekvence s nejpodobnější sekvencí ukazuje příloha č. 9 
Náhled okna pro práci se stromovou strukturou je v příloze č. 10. V přílohách č. 11 a č. 12 
vidíme názorné zarovnání sekvencí a poté okno pro práci s fylogenetickým stromem. 
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2.8 Porovnání BOLD SYSTEMS a NCBI 
Uživatelské rozhraní obou systémů považuji za příjemné a uživatelsky přívětivé. Na 
první pohled je však vidět, že tyto systémy jsou určeny pro dva různé typy uživatelů. 
Systém BOLD  pokládám za program, který je určen převážně široké veřejnosti. 
Dobře jistě slouží i pro studijní účely na univerzitních fakultách a postačí na některá 
jednoduchá testování a ověřování v kruhu vědeckých pracovníků. Graficky je systém velice 
povedený, ovšem nenabízí mnoho dalších možností, jak dále pracovat se získanými výsledky 
nebo jak ovlivnit případné parametry, které mají na analýzu vliv. 
Naopak systém BLAST, fungující pod záštitou NCBI, považuji za nástroj, který může 
být ve vědecké komunitě hojně využíván k řadě testování. Uživatelsky je náročnější, nicméně 
vzhledem k  okamžitě dostupným nápovědám, se s programem dá zanedlouho velmi dobře 
seznámit a snadno pracovat. Jak již bylo popsáno výše, program nabízí opravdu velké 
možnosti pro uživatele, kteří si mohou nastavit parametry dle svých požadavků pro 
probíhající analýzu. Dále nabízí široké možnosti práce a další analýzy získaných výsledků 
včetně importu dat do souborů v požadovaném formátu. Graficky je systém rovněž povedený. 
Jedinou nevýhodou je občas delší doba probíhající analýzy, což se dá ale vzhledem k velikosti 
vstupních dat a nabízených možností programu očekávat. 
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3 Praktická část 
Praktická část se věnuje popisu principu vlastního programu a jeho programové 
implementaci v programovém prostředí. Následuje popis analýzy testovaných souborů a 
shrnutí výsledků této analýzy. 
 
3.1 Popis vlastních programů 
Na následujících řádcích jsou popsány dva programy, které byly vytvořeny pro potřeby 
identifikace testovaných sekvencí. První z programů slouží pro vytvoření tzv. reprezentační 
druhové struktury, která obsahuje charakteristické informace o vybraných živočišných 
druzích, které slouží k následné identifikaci testované sekvence. Druhý program využívá 
strukturu vytvořenou prvním programem pro analýzu neznámých testovaných sekvencí, kdy 
ke každé testované sekvencí přiřadí nejvíce podobné živočišné druhy. 
 
3.1.1 Program pro vytvoření reprezentační struktury 
Cílem tohoto programu je vytvoření tzv. reprezentační druhové struktury, dle které 
budeme schopni provést analýzu testované sekvence.  
Na vstupu programu zvolíme FASTA soubor, ze kterého chceme vytvořit 
reprezentační druhovou strukturu. Následuje inicializace proměnných a určení parametrů pro 
program. Jednotlivé sekvence se načtou a jejich názvy jsou extrahovány z hlavičky FASTA 
souboru. Dále probíhá práce s názvy sekvencí, která spočívá v tom, že bude vytvořena 
reprezentační struktura pouze pro sekvence splňující podmínku minimálního počtu zástupců. 
V programu je aktuálně zvolen počet minimálního počtu zástupců na tři zástupce stejného 
živočišného druhu. 
  Jádro funkce se nachází v cyklu, který prochází postupně sekvence od zástupců 
shodných druhů. Tyto sekvence prochází úpravou, kdy se na jejich začátcích a koncích ořezají 
nadbytečné znaky (N a mezery) a zároveň se odstraňují mezery, které se nacházejí uvnitř 
sekvencí. Následně jsou sekvence vícenásobně zarovnány do tzv. bloku. 
Příklad takového zarovnání můžeme vidět na následujícím obrázku. Tento blok je dále 
opět upraven odstraněním nadbytečných znaků, které zde mohly být vloženy po předchozím 
zarovnání. Nadbytečnými znaky se rozumějí mezery, reprezentovány pomlčkami v DNA 
sekvencích. 
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Sekvence zástupců jednotlivých druhů jsou si logicky velice podobné. V tabulce níže 
můžeme pozorovat, jak moc si jsou sekvence podobné či nepodobné a jak vypadá jejich 
zarovnání.  
 
Tabulka 1: Příklad zarovnání, pozičně váhovaná matice, konsenzuální sekvence 
  Sekvence druhu 'Engraulis encrasicolus' 
Nukleotid. 
pozice: 
540 541 542 543 544 545 546 547 548 549 550 551 552 553 554 555 556 557 558 559 560 
1 T T T C G C T A C C C G T T C T A G C T G 
2 T T T C A C T A C C C G T T C T A G C T G 
3 T T T C A C T A C C C G T T C T A G C T G 
4 T T T C A C T A C C C G                   
5 T T T C A C T A C C C G T T C T A G C T G 
  
Nukleotidy Pozičně váhovaná matice 
A 0 0 0 0 0,8 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0,8 0 0 0 0 
C 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0,8 0 0 0 0,8 0 0 
G 0 0 0 0 0,2 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0,8 0 0 0,8 
T 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0,8 0,8 0 0,8 0 0 0 0,8 0 
Konsenzus T T T C A C T A C C C G T T C T A G C T G 
 
Pomocí takto vytvořeného bloku, vždy pro jeden druh, je posléze vytvořena 
konsenzuální sekvence. Pod pojmem konsenzuální sekvence se rozumí charakteristická a 
relativně konzervovaná sekvence bází DNA společná většímu počtu zástupců stejného 
živočišného druhu. Konsenzuální sekvence se vytvoří z více sekvencí tak, že na příslušné 
nukleotidové pozice se uloží ten nukleotid, který se na dané pozici vyskytuje nejčastěji. Tento 
údaj se společně s názvem druhu ukládá do výstupní struktury.  
 
 
Obrázek 5: Příklad zarovnání sekvencí 
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Další a zároveň poslední informace, kterou obsahuje výstupní struktura je tzv. pozičně 
váhovaná matice pro daný druh. Jedná se o poměrné zastoupení jednotlivých nukleotidů na 
dané pozici v sekvenci. Příklad pozičně váhované matice můžeme vidět na v tabulce č. 1. Je 
zde uvedeno poměrné zastoupení nukleotidů v sekvencích daného druhu a pod nimi je pro 
porovnání vložena sekvence konsenzuální.  
Tato matice dále slouží pro porovnání s aktuálními sekvencemi a pro výpočet 
procentuálního zastoupení nukleotidů na dané pozici pro aktuální druh.  
Nakonec se uloží výstupní reprezentační struktura pro následné použití. Vývojový 
diagram vidíme dále na Obrázku č. 14 níže.  
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Obrázek 6: Schéma programu pro vytvoření reprezentační struktury 
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3.1.2 Program určený pro analýzu 
Cílem tohoto programu je získání tří zástupců živočišných druhů ze vstupující 
reprezentační druhové struktury, které se nejvíce shodují s testovanou sekvencí. 
Na úvod programu je opět volba vstupních souborů a to reprezentační struktury, dříve 
vytvořené předchozím programem, a poté FASTA souboru nebo více FASTA souborů se 
sekvencemi, které budeme chtít testovat.  
Zaprvé se načtou testované sekvence z jednoho nebo více souborů. Poté opět následuje 
práce s názvy sekvencí a inicializace proměnných.  
Jádrem tohoto programu je cyklus, který postupně porovnává všechny vstupní 
sekvence s reprezentační druhovou strukturou. V prvním kroku je testovaná sekvence 
zarovnána globálně s aktuální konsenzuální sekvencí. Tímto krokem může dojít k vložení 
mezer do konsenzuální sekvence a tudíž k posunu indexů v pozičně váhované matici, se 
kterou porovnáváme jednotlivé nukleotidové pozice aktuální testované sekvence. Toto je 
nutné ošetřit právě tzv. pře-indexováním pozičně váhované matice. Samotné skóre je poté 
počítáno pomocí součtu hodnot z váhované matice, a to vždy z těch pozic, které odpovídají 
aktuálnímu zastoupenému nukleotidu v aktuální pozici v testované sekvenci. Tento součet je 
poté podělen délkou zarovnaných sekvencí a číslem čtyři, které odpovídá počtu typů 
nukleotidů (A, C, G, T). Takto je získáno konečné skóre značící míru podobnosti testované 
sekvence a referenčního druhu. 
Nakonec jsou tři nejlepší shody společně s názvy přiřazených druhů a hodnotami skóre 
exportovány do výstupního souboru ve formátu Excel, kde je opět možno zvolit jeho místo 
uložení. Blokový diagram programu můžeme vidět níže. 
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Obrázek 7: Schéma programu pro analýzu 
41 
 
3.2 Testování identifikace přes BLAST 
Pro otestování algoritmu BLAST na webových stránkách NCBI byl zvolen soubor 
obsahující 254 sekvencí od zástupců živočišného třídy Aves (ptáci), který obsahuje vzorky 
pocházející ze zeměpisné oblasti Koreje. Soubor obsahoval celkem 102 živočišných druhů 
zmíněné třídy. Pro testování byly ponechány defaultně nastavené parametry, pouze počet 
nejpodobnějších generovaných sekvencí byl snížen ze sta na padesát zástupců. 
Kontrola výsledků analýzy probíhala ručně přímo na webových stránkách NCBI, kdy 
se kontrolovala shoda testovaného druhu a nalezeného druhu v rozmezí 100% až 99%. Jako 
jednoznačná identifikace byl označen případ, kdy se testovaná sekvence v tomto rozmezí 
vždy shodovala pouze se zástupci stejného druhu. V opačném případě se jednalo o tzv. 
nejednoznačnou identifikaci, kde se poté sledovalo, kteří zástupci druhů byli k testované 
sekvenci přiřazeni jako nejpodobnější a s jakou mírou podobnosti. 
Z celkových 254 testovaných sekvencí nastala jednoznačná identifikace u 169 
zástupců. U zbylých 85 sekvencí se s mírou podobnosti 100% až 99% objevil jeden až tři 
zástupci jiného živočišného druhu. Celkem u 14 sekvencí se při analýze nepodařilo přiřadit 
shodný živočišný druh a u celkem 33 sekvencí se v uvedeném rozmezí objevili zástupci 
druhů, kteří se lišili rodovým jménem. Celkové výsledky obsahuje přiložený soubor ve 
formátu Excel s názvem kbbi_druhy a shrnuje je následující tabulka. 
 
Tabulka 2: Výsledky testování v NCBI 
Počet testovaných zástupců: 254 
Počet jednoznačných identifikací: 169 
Úspěšnost jednoznačné identifikace (%): 66,54 
Počet nejednoznačných identifikací: 85 
Podíl nejednoznačně identifikovaných zástupců (%): 33,46 
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Tabulka 3: Zástupci, u kterých došlo k nesprávné identifikaci v NCBI 
Testovaný 
zástupce Přiřazený druh 1 Přiřazený druh 2 Přiřazený druh 3 
Egretta 
intermedia 
Ardea intermedia 
Mesophyox 
intermedia 
Mesophyox 
intermedia 
Egretta 
intermedia 
Ardea intermedia 
Mesophyox 
intermedia 
Mesophyox 
intermedia 
Egretta 
intermedia 
Ardea intermedia 
Mesophyox 
intermedia 
Mesophyox 
intermedia 
Columba livia Columba lupestris     
Emberiza elegans 
Emberiza 
chrysophrys 
Emberiza schoeniclus Sporophila bouvreuil 
Emberiza elegans 
Emberiza 
chrysophrys 
Emberiza schoeniclus   
Emberiza rustica Schoeniclus rusticus Schoeniclus rusticus Schoeniclus rusticus 
Ixos amaurotis 
Hypsipetes 
amaurotis  
Microscelis amaurotis Microscelis amaurotis 
Ixos amaurotis 
Microscelis 
amaurotis 
Hypsipetes amaurotis  Hypsipetes amaurotis  
Ixos amaurotis 
Microscelis 
amaurotis 
Hypsipetes amaurotis  Hypsipetes amaurotis  
Ixos amaurotis 
Microscelis 
amaurotis 
Hypsipetes amaurotis  Hypsipetes amaurotis  
Ixos amaurotis 
Microscelis 
amaurotis 
Hypsipetes amaurotis  Hypsipetes amaurotis  
Ixos amaurotis 
Microscelis 
amaurotis 
Hypsipetes amaurotis  Hypsipetes amaurotis  
Turdus cardis Turdus naumanni Turdus eunomus Turdus ruficollis  
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3.3 Testování vlastního programu 
První fáze testování 
Pro testování vytvořeného programu byly použity tři soubory obsahující sekvence 
zástupců živočišné nadtřídy Osteichthyes (ryby). Soubor s názvem FCFP, obsahující 188 
sekvencí od celkem 48 živočišných druhů ryb, vstupoval do prvního programu, kdy byla 
vytvořena struktura, která obsahovala reference pro celkem 33 různých živočišných druhů. 
Těchto 33 druhů můžeme vidět ve stromové struktuře na obrázku níže.  
Stromovou strukturou je myšlen tzv. fylogenetický strom, tedy grafické zobrazení, 
jímž se znázorňují příbuzenské vztahy mezi různými biologickými druhy či 
jinými taxonomickými jednotkami, o nichž se předpokládá, že mají jednoho společného 
předka. Každé větvení (uzel) představuje hypotetického posledního společného předka. Každá 
větev znamená jednu evoluční linii, na jejímž konci jsou dané taxony. Uvedený strom byl 
vytvořen pomocí webové aplikace iTOL Interactive Tree Of Life 
(http://itol.embl.de/tree/21316591127372251461279170#)  
Testovacími soubory byly soubory s názvy FCFPS a FCFPW obsahující rovněž 
zástupce živočišné nadtřídy Osteichthyes (ryby). Soubor FCFPS obsahoval 200 sekvencí a 
celkem 55 živočišných druhů. Soubor FCFPW obsahoval 207 sekvencí a celkem 49 
živočišných druhů. Celkem bylo tedy testováno 407 jednotlivých sekvencí a 79 rozdílných 
živočišných druhů.  
Tyto soubory byly dány na vstup programu pro identifikaci společně s vytvořenou 
reprezentační druhovou strukturou a byla spuštěna analýza testovaných sekvencí. Výsledky 
byly exportovány do Excelového souboru, kde probíhala další analýza získaných dat. 
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Výsledky testování 
V první řadě se hodnotily výsledky sekvencí, které měly tzv. druhovou referenci. 
Tedy, že testovaný druh byl zároveň obsažen v referenční druhové struktuře. Takových 
sekvencí bylo celkem 214. Na sekvencích se zjišťovalo, zda byly správně přiřazeny 
k odpovídajícímu referenčnímu druhu, zda správná identifikace nastala v případě první, druhé 
nebo až třetí největší shody v pořadí a jaké byly hodnoty skóre. 
Z již zmíněných 241 sekvencí, které měly druhovou referenci, se podařilo všechny 
k jejich referenčnímu druhu úspěšně přiřadit. Úspěšnost identifikace byla tedy v případě 
těchto souborů 100%. Přesné počty analýzy shrnuje tabulka. 
Obrázek 9: Stromová struktura referenčních sekvencí 
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Tabulka 4: Výsledky analýzy souborů FCFPS a FCFPW – s referencí 
 
Další tabulka uvádí průměrné hodnoty dosaženého skóre a jeho směrodatné odchylky. 
Můžeme vidět, že průměrná hodnota skóre u nejlepší shody je poměrně vysoká. Maximum 
hodnoty skóre je 250 u totožných sekvencí. Další hodnoty skór jsou logicky nižší. 
 
Tabulka 5: Hodnoty skóre analýzy souborů FCFPS a FCFPW  s referencí 
  Průměr hodnot skóre Směrodatná odchylka hodnot skóre 
1. nejlepší shoda 247 6 
2. nejlepší shoda 213 14 
3. nejlepší shoda 207 7 
 
Druhé v pořadí se hodnotily sekvence druhů, které referenci neměly. Těchto sekvencí 
bylo celkem 193. Zde bylo podstatné, zda se je podařilo zařadit minimálně do odpovídajícího 
živočišného rodu. 
Z uvedených 193 zástupců se u 40 vyskytoval referenční druh a celkem 39 jich bylo 
správně přiřazeno. Úspěšnost identifikace u zástupců s nereferenčními druhy dosáhla hodnoty 
98%. 
Tabulka 6: Výsledky analýzy souborů FCFPS a FCFPW – bez reference 
Počet zástupců, které nemají referenci: 193 
Počet zástupců s referenčním rodem: 40 
Počet správně přiřazených zástupců k referenčnímu rodu: 39 
Úspěšnost zařazení ke stejnému rodu (%): 98 
 
Počet zástupců, které mají referenci: 214 
Počet správně přiřazených zástupců v 1. shodě: 214 
Úspěšnost v rámci 1. shody u referenčních druhů (%): 100 
Počet nesprávně přiřazených druhů v 1., 2. i 3. shodě: 0 
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Další tabulka opět shrnuje hodnoty dosažených skór. Můžeme pozorovat, že hodnoty 
skór jsou celkově nižší než při analýze sekvencí, které měly tzv. druhovou referenci. 
 
Tabulka 7: Tabulka 4: Hodnoty skóre analýzy souborů FCFPS a FCFPW  bez reference 
  
Průměr hodnot 
prvního skóre 
Směrodatná odchylka 
hodnot prvního skóre 
Zástupci správně přiřazeny k referenčnímu rodu 229 4 
Zástupci nesprávně přiřazeny k referenčnímu rodu 205 0 
Zástupci s nereferenčním rodem 209 9 
 
Druhá fáze testování 
Ve druhé fázi testování byly použity další, rozsáhlejší, soubory dat. Do programu pro 
výpočet referenční struktury vstupoval již používaný soubor FCFP, tedy jeho dříve vytvořená 
referenční druhová struktura.  Novým použitým souborem byl soubor s názvem CUCAD, 
který obsahoval celkem 716 sekvencí a byli zde zástupci živočišné třídy Insecta (hmyz), řádu 
Trichoptera (chrostíci). Dalším souborem byl soubor s názvem MCNC obsahující 758 
sekvencí živočišné třídy Aves (ptáci), řádu Passeriformes (pěvci). Poslední vstupující soubor 
pro vytvoření referenční druhové struktury měl označení BCBNC a obsahoval 840 sekvencí 
živočišné třídy Mammalia (savci), řádu Chiroptera (Letouni). 
Ze všech čtyř souborů byla vytvořena jedna referenční druhová struktura, která 
obsahovala dohromady 167 referencí. 
Soubory, na kterých byla prováděna analýza, byly soubory s názvem DSTRI, 
obsahující 540 sekvencí řádu Trichoptera (chrostíci), s názvem BRAS, osahující 637 sekvencí 
řádu Passeriformes (pěvci) a s názvem BCDR, obsahující 4 134 sekvencí řádu Chiroptera 
(Letouni). Celkem tedy bylo testováno 5 311 sekvencí. 
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Výsledky druhé fáze testování 
Jako první se opět hodnotily výsledky sekvencí, které měly tzv. druhovou referenci. 
Tedy, že testovaný druh byl zároveň obsažen v referenční druhové struktuře. Z celkového 
počtu bylo takových sekvencí 4220. U více než 99% sekvencí z testovaného počtu sekvencí, 
byl k dané sekvenci správně přiřazen referenční druh. U dalších jedenácti sekvencí se podařilo 
správný duh přiřadit ve druhé nebo třetí shodě a u pouhých dvaceti sedmi sekvencí se 
identifikace nezdařila. Přesné počty a procenta vidíme v následující tabulce. 
 
Tabulka 8: Výsledky analýzy souborů DSTRI, BRAS a BCDR – s referencí 
Počet zástupců, které mají referenci: 4220 
Počet správně přiřazených druhů v 1. shodě: 4182 
Úspěšnost v rámci 1. shody u referenčních druhů (%): 99,10 
Počet správně přiřazených druhů ve 2. shodě: 5 
Podíl správně přiřazených druhů ve 2. shodě (%): 0,12 
Počet správně přiřazených druhů ve 3. shodě: 6 
Podíl správně přiřazených druhů ve 3. shodě (%): 0,14 
Počet chybně přiřazených druhů: 27 
Podíl chybně přiřazených druhů (%): 0,64 
 
Průměrné hodnoty dosažených skór v případě referenčních sekvencí shrnuje 
následující tabulka. Můžeme vidět, že hodnoty skóre směrem k menší podobnosti klesají a 
směrodatná odchylka hodnot skóre se naopak zvyšuje. 
 
Tabulka 9: Hodnoty skóre analýzy souborů DSTRI, BRAS a BCDR – s referencí 
  Průměr hodnot skóre Směrodatná odchylka hodnot skóre 
1. nejlepší shoda 245 6 
2. nejlepší shoda 229 14 
3. nejlepší shoda 226 15 
 
Jako druhé v pořadí se hodnotily opět sekvence druhů, které tzv. referenci neměly a 
vyhodnocovalo se, zda se je podařilo zařadit minimálně do odpovídajícího živočišného rodu.  
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Sekvencí bez reference bylo 1091 a pouze 524 sekvencí spadalo do živočišného rodu, 
který se vyskytoval i v referencích. Z tohoto počtu se správně podařilo přiřadit celkem 453 
sekvencí, což znamená, že úspěšnost této identifikace u nejlepší shody byla 86%. Tabulka 
níže vše přehledně shrnuje. 
 
Tabulka 10: Výsledky analýzy souborů DSTRI, BRAS a BCDR – bez reference 
Počet zástupců, které nemají referenci: 1091 
Počet zástupců s referenčním rodem 524 
Počet správně přiřazených zástupců k referenčnímu rodu v 1. shodě: 453 
Úspěšnost správného přiřazení ke stejnému rodu (%): 86 
 
V tabulce níže opět vidíme hodnoty skóre, které mají směrem k menší podobnosti 
klesající hodnoty. Stejný trend je vidět i u směrodatné odchylky. 
 
Tabulka 11: Hodnoty skóre analýzy souborů DSTRI, BRAS a BCDR – bez reference 
Výsledky u 1. shody 
Průměr hodnot 
skóre 
Směrodatná odchylka 
hodnot skóre 
Zástupci správně přiřazeny k referenčnímu rodu  230 15 
Zástupci nesprávně přiřazeny k referenčnímu rodu 208 8 
Zástupci s nereferenčním rodem 204 8 
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3.4 Vyhodnocení výsledků 
Výsledky testovaní algoritmem BLAST v NCBI, hodnotím velmi pozitivně. 
Z celkového počtu 254 sekvencí se pouze 14 nepodařilo správně identifikovat. Toto mohlo 
být například způsobeno již špatným odběrem vzorků. Ostatní sekvence byly buď 
identifikovány jednoznačně, anebo se v rozsahu 99-100% podobnosti objevily i jiné živočišné 
druhy, ovšem pouze v malé míře, tudíž to nepovažuji za závažnou chybu analýzy v NCBI. 
Výsledky analýzy pomocí vlastního programu hodnotím též pozitivně. V případě 
prvního testování 214 sekvencí bylo 100% druhů s referencí identifikováno úspěšně. V 
případě druhého testování 4220 sekvencí byl správně přiřazen referenční druh, u více než 
99% sekvencí s referencí. U sekvencí bez referencí dosáhla úspěšnost přiřazení správného 
živočišného rodu 86%.  
Na výsledky analýzy májí vliv převážně sekvence, které byly používány pro vytvoření 
reprezentační druhové struktury. Pokud těchto sekvencí bylo dostatečné množství a byly 
dostatečně reprezentativní, tedy že byly úplné a správně sekvenované, předpokládá se, že 
reference vytvořená z těchto sekvencí bude kvalitní z hlediska analýzy. 
Analýzu dále ovlivňují vstupní testované sekvence, jejichž charakter tzn. úplnost a 
správnost, určuje míru, s jakou mohou být tyto sekvence správně analyzovány a následně 
přiřazeny k nejpodobnějšímu druhu z reprezentační druhové struktury. 
Navržená metoda dosahuje srovnatelných výsledků identifikace jako metoda BLAST. Její 
výhodou je méně náročný výpočetní algoritmus, zvláště při tvorbě druhových referencí, které 
jsou ovšem dostatečné k identifikaci druhů.  Další výhodou programu je možnost provádění 
analýzy off-line, za podmínky dostatečného počtu dat, a následně možnost okamžitého 
zpracovávání výsledků analýzy, které jsou exportovány do přehledné tabulky.  
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4 Závěr 
Tato diplomová práce seznamuje s problematikou znakově orientovaných metod DNA 
barcodingu. Jako příkladné metody byly vybrány CAOS, BLOG a BLAST. V úvodu práce je 
popsán jak princip klasifikace, na kterém jsou metody postaveny, tak fungování a používání 
jejich programů. 
Cílem práce bylo programově implementovat vlastní znakově orientované metodu DNA 
barcodingu, která slouží k identifikaci testovaných sekvencí, tedy k jejich přiřazení 
k nejbližším, již známým, živočišným druhům. 
Vlastní metoda byla navržena a teoreticky popsána v praktické části práce. Byly zde 
vytvořeny dva samostatné programy v programovém prostředí Matlab. První program s 
názvem Program.m slouží k vytvoření charakteristické druhové struktury. Druhým 
programem je Identification.m, který provádí klasifikaci vstupujících testovaných sekvence. 
Konečným výstupem je přiřazení testované sekvence ke třem známým živočišným druhům 
s největší podobností.  
Programy byly testovány na rozsáhlém souboru dat, čítající celkem 4 434 sekvencí, které 
byly přiřazováni k 167 referenčním druhům, a úspěšnost testování byla vysoká. U druhů, 
které obsahovaly referenci, se úspěšnost identifikace pohybovala mezi 99% a 100%. U druhů 
bez reference byla úspěšnost nižší, ale stále vysoká. V případě prvního testování dosáhla 
úspěšnost 98% a v případě druhého 86%. 
Program je funkční a je vhodný k základní analýze sekvencí, která nám přiřadí tři 
nejpodobnější živočišné druhy k testované sekvence. 
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